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(54) Title: METHOD FOR ANALYZING PROTEINS 
^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANALYSE VON PROTEINEN 


^ (57) Abstract: The invention relates to a method for analyzing proteins, according to which an array of first scavenger molecules 
^ that are specific to peptide epitopes is used. The proteins to be analyzed or a protein mixture containing the proteins to be analyzed is 
broken down into peptide fragments that correspond to the peptide epitopes, whereupon the array of scavenger molecules is incubated 
£^ with the peptide fragments. Afterwards, peptide fragments bound to the scavenger molecules are identified. 
fS 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Analyse von Proteinen wird ein Array von fiir Peptidepitope spezifischen ersten 
Q Fangermolekiilen eingesetzt. Die zu analysierenden Proteine oder eine die zu analysierenden Proteine enthaltende Proteinmischung 

wird zu den Peptidepitopen entsprechenden Peptidfragmenten abgebaut, woraufhin das Array von Fangennolekiilen mit den Peptid- 
^ fragmenten inkubiert wird. Anschliessend werden an die Fangermolekiile gebundene Peptidfiagmente nachgewiesen. 
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Verfahr en zur Analyse von Proteinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse 
von Proteinen, bei dem ein Array von fiir Peptidepitope spezifi- 
schen ersten Fangermolekiilen eingesetzt wird. 

Derartige Verfahren sind umfangreich aus dem Stand der Technik 
bekannt, sie dienen der qualitativen bzw. quantitativen Analyse 
von Proteinen, 
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Einsatzgebiete der bekannten Verfahren sind beispielsweise die 
Proteinanalytik und der Proteinnachweis • Ein weiteres, neues 
Anwendungsgebiet der bekannten Verfahren ist das Gebiet der 
Proteomikr ein Forschungszweig, der sich ganz den Proteinen 
widmet. Ein Aspekt der Proteomik behandelt den Vergleich der 
Proteinzusammensetzung in krankhaft verSnderten Zellen im Ge- 
gensatz zu normalen, gesunden Zellen. Derartige Untersuchungen 
werden heutzutage in der Regel ynittels zweidimensionaler Gel- 
Elektrophorese durchgefiihrt. Ein anderer Bereich untersucht die 
raumliche Struktur der Proteine, die insbesondeire fiir Pharma- 
unternehmen zur Entwicklung neuer Medikamente interessant ist. 

Bei der zweidimensionalen Gel-Elektrophorese wird das zu unter- 
suchende Proteingemisch auf einen festen Trager aufgebracht, 
wobei eine erste Trennung nach dem Gehalt der Protein© an sau- 
ren und basischen AminosSurebausteinen uber einen pH-6radienten 
erfolgt. Ein elektrisches Feld trennt anschlieBend die Proteine 
in der zweiten Richtung auf, so daB ein Fleckenmuster entsteht^ 
in dem jeder Fleck fiir ein Protein steht. Durch Vergleich der 
Fleckenmuster konnen Unterschiede in der Proteinzusammensetzung 
zwischen gesunden und krankhaft veranderten Zellen untersucht 
werden. Zur Identif izierung werden die Proteinf lecken ausge- 
stanzt und die Proteine durch Verdau mit spezifischen Proteasen 
in Fragmente zerlegt. Die Massen der Fragmented die nach dieser 
Behandlung ubrig bleiben, sind fiir jedes Protein charakteri- 
stisch. 

Bei dem eingangs erwahnten Verfahren zur Analyse von Proteinen 
erfolgt der Nachweis beispielsweise im Arrayformat mit protein- 
spezifischen Antikorpern. 
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Zur Gewinnung derartiger proteinspezif ischer AntikSrper werden 
bei der Anmelderin isolierte, gereinigte Proteine^ rekombinant 
produzierte Proteine Oder aus der Proteinsequenz abgeleitete, 
chemisch synthetisierte Peptide eingesetzt. Die Gewinnung der 
AntikSrper erfolgt durch Immunisierung von Versuchstieren mit 
den als Antigenen wirkenden Proteinen bzw. Peptiden sowie mit 
Adjuvantien. i^dererseits ist es auch moglich, die Antikorper 
iiber in-vitjfo-Verfahren als rekombinante AntikSrper zu gewin- 
nen. 

Die Ableitung der chemisch zu synthetisierenden Peptide aus be- 
kannten Proteinsequenzen, die z.B. in Proteindatenbanken ent- 
halten sind oder aus NukleinsSuredatenbanken ermittelt werden 
konnen, erfolgt iiber Software-Programme, mit denen theoretische 
Vorhersagen iiber die Proteinstruktur und sine mogliche Antige- 
nizitat getroffen werden konnen. Derartige Programme werden 
beispielsweise von Lars Hennig: "WinPep - ein Programm zur Ana- 
lyse von Aminosauresequenzen", BIOSPEKTRUM 4 (5), 1998, Seiten 
49-50 Oder von Devereux et al.; "A Comprehensive Set of Se- 
quence Analysis Programs for the VAX", NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Band 12, 1984, Seiten 387-395 beschrieben. Mit diesen Program- 
men lassen sich alle raoglichen Fragmente mit Molekulargewicht , 
Sequenz, Sequenzposition und Lange auffiihren, die bei einer 
Spaltung von Proteinen beispielsweise durch Proteasen oder che- 
mische Agenzien erzeugt werden. Zur Vorhersage der Antigenizi- 
■ tat wird auf grund struktureller Vorhersagen die Wahrscheinlich- 
keit ermittelt, mit der das Epitop an der Proteinoberf lache 
liegt; siehe z.B. Hopp and Woods: "A computer program fiir pre- 
dicting protein antigenic deteminants" , Mol. Immunol. , Band 20, 
1983, Seiten 483-489; weitere Liter aturhinweise finden sich im 
World Wide Web unter der Adresse www.expasy .ch. 
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Die durch Anwendung dieser Techniken erzeugten AntikSrper er- 
kennen zwar sehr gut das zur Immunisierung eingesetzte Peptid, 
binden aber haufig nicht an das entsprechende Peptidepitop iia 
nativen Protein, Dies kann beispielsweise daran liegen, daJ3 das 
Peptidepitop in nativen Protein aus sterischen Griinden fiir den 
Antikorper nicht zuganglich ist oder daJ3 es in einer infolge 
von posttranslationaler Modifikation modif izierten Form vor- 
liegt, die sich aus der Datenbank nicht ableiten lajJt. Ein wei- 
terer Grund kann darin liegen, daJ3 das Peptidepitop im nativen 
Protein in einer Konformation. vorliegt, die eine Antikorper- 
Bindung verhindert. 

Bei dieser Technik ist es also von Nachteil^ daB zunachst auf- 
wendig eine Vielzahl peptidspezif ischer Antikorper gegen Pro- 
teinepitope erzeugt werden, die anschlieBend nicht oder nur 
schlecht an das gesuchte Protein binden. 

Der Proteinnachweis itiit derartigen proteinspezif ischen Anti- 
korpern kann zum einen nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und 
Transfer auf Membranen uber Westernblot/Iininunoblot-Techniken 
Oder mittels der ELISA-Technik erfolgen, Bei der ELISA-Technik 
wird das nachzuweisende Protein ohne vorherige Abtrennung ande- 
rer Proteine aus einer kompletten Proteinlosung direkt an einen 
hochspezif ischen, an einem festen Trager immobilisierten Anti- 
korper gebunden. Die ProteinlSsung wird danach vom festen Tra- 
ger abgewaschen und das gebundene, also an dem Trager verblei- 
bende Protein nachgewiesen. 

Dieser Nachweis erfolgt entweder mit Hilfe von markierten, fiir 
das gebundene Protein spezifischen Zweitantikorpern oder durch 
Kompetition des Analytproteins mit der L5sung in definierter 
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Menge zugesetztem, markiertem Analytprotein. Bei diesem indi- 
rekten Nachweis wird ausgenutzt, daB unmarkiertes Analytprotein 
aus der Probe und zugesetztes markiertes Analytprotein in einer 
durch das Massenwirkungsgesetz definierten Weise um die vorhan- 
denen Bindungsstellen konkurrieren . Daraus ergibt sich, daJ3 die 
Menge des gebundenen, markierten Analytproteins umgekehrt pro- 
portional zur Menge des nicht-markierten Analytproteins in der 
Probe ist. 

Dieses Verf ahren weist zum einen den bereits erwahnten Nachteil 
auf , daB namlich die Herstellung der spezifischen AntikSrper zu 
einer Vielzahl von AntikSrpern fiihrt, die nicht oder nur 
schlecht an das zu untersuchende Protein binden. Beim Einsatz 
der Westernblot-Technik ist weiter von Nachteil, daB die durch 
SDS-PAGE aufgetrennte Proteinmischung jeweils nur mit einem An- 
tikorper bzw. mit unterschiedlich markierten Antikorpern gete- 
stet werden kann, um eine Unterscheidbarkeit der an die ver- 
schiedenen Proteine gebundenen Antikorper zu gewahrleisten. 

Auch bei der ELISA-Technik kann immer nur ein Antikorper pro 
Analysenkavitat immobilisiert und anschlieBend mit der Protein- 
losung inkubiert werden. Diese Technik erfordert groBe Proben- 
mengen, da jede Analysenkavitat mit einem Aliquot der Protein- 
mischung inkubiert werden muB. Bei dem bekannten Verf ahren ist 
weiter von Nachteil, daB der Nachweis der gebundenen Proteine 
spezifische Zweitantikorper fur jedes nachzuweisende Protein 
Oder groBe Mengen an markierten Analytproteinen fur Kompetiti- 
onsexperimente erfordert. 

Wie bereits eingangs erwahnt, werden bei der Anmelderin pro- 
teinspezifische Antikorper mit unterschiedlicher SpezifitSt 
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auch im Arrayformat in Reihen und Spalten auf einem Tragermate- 
rial funktionell immobilisiert. Die zu untersuchenden Proteine 
werden markiert und danach mit den AntikSrpern auf dem Array 
inkubiert. Die Proteine in der Losung, die Antigene fiir die im- 
mobilisierten AntikSrper darstellen, binden dabei an die fiir 
sie spezifischen AntikSrper, so daJ3 sich eine ortsauf gelSste 
spezifische Proteinbindung ergibt. 

Aufgrund der bekannten Bindungsspezif itaten der immobilisierten 
Antikorper und der bekannten Positionen der jeweiligen Anti- 
kSrper im Array kann die gebundene Menge der jeweiligen Protei- 
ne parallel bestimmt werden. Hierzu wird mittels einer orts- 
aufgelSsten Detektion die gebundene Proteinmenge uber die Mar- 
kierung an den Proteinen gemessen. 

Neben dem qualitativen, parallelen Nachweis verschiedener in 
der Probenlosung vorhandener Proteine kann durch Einsatz von 
Standardproteinen zusatzlich eine quantitative Bestimmung der 
Analytproteine erfolgen. 

Im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Verfahren ist hier von 
Vorteil, daJ3 in derselben Probe und in einer .Kavitat mehrere 
Proteine parallel detektiert werden konnen. Von Nachteil ist 
jedoch, daJJ die zu analysierenden Proteine markiert werden miis- 
sen, wozu entsprechende Markierungen an bestimmten funktionel- 
len Gruppen einzelner Aminosauren der Proteine eingefuhrt wer- 
den. Die Effizienz derartiger Markierungsreaktionen ist bei 
verschiedenen Proteinen sehr unterschiedlich, sie wird durch 
die jeweilige direkte Mikroumgebung einer funktionellen Gruppe 
bestimmt, also durch sterische Abschirmung, pH-Variation in di- 
rekter Umgebung der funktionellen Gruppe durch Nachbargruppeu/ 
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Salze, Solventien usw. Vom Ergebnis her bedeutet dies, daB die 
ReaktivitHt chemisch identischer funktioneller Gruppen in einem 
Protein sehr unterschiedlich sein kann, so daB eine quantitati- 
ve Umsetzung bestiimater funktioneller Gruppen sehr schwierig 
ist. 

Dariiber hinaus kann die Markierungsreaktion dazu fiihren, daB 
Aminosauren innerhalb eines vom spazif ischen Antikorper erkann- 
ten Epitops modifiziert werden, was zum Verlust der Bindung 
zwischen Proteinepitop und AntikSrper fUhrt. Damit ist aber das 
Protein nach der Markierung durch das beschriebene Testverfah- 
ren nicht mehr nachweisbar. 

Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, das eingangs genannte Verfahren derart wei- 
terzubilden, daB eine quantitative und/oder qualitative Analyse 
von Proteinen auf einfache, schnelle und zuverlassige Weise 
moglich wird, 

Bei dem eingangs genannten Verfahren wird diese Aufgabe erfin- 
dungsgemaB gelost durch die Schritte: 

Abbau der zu analysierenden Proteine oder einer die zu analy- 
sierenden Proteine enthaltenden Proteinmischung zu den Peptid- 
epitopen entsprechenden Peptidfragmenten, 

Inkubation des Arrays itiit den Peptidfragmenten, und 

Nachweis von an die ersten FSngermolekule gebundenen Peptid- 
f ragiuenten . 
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Die der Erf indung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelSst, Der Erf indung liegt die Uberraschende Er- 
kenntnis der Erfinder zugrunde, daii die im Arrayformat immobi- 
lisierten Fangermolektile nicht wie im Stand der Technik mit den 
Proteinen sondern nach beispielsweise enzyioatischer Spaltung 
der Proteine mit einzelnen Peptidfragmenten inkubiert werden, 
die den Peptidepitopen entsprechen, die ftir die Generierung der 
spezifischen ersten Fangermolekiile eingesetzt werden, 

Bei diesem Verfahren ist zum einen von Vorteil, daJ3 die Sekun- 
dar- und Tertiarstruktur der zu analysierenden Proteine keine 
Rolle spielt, die ersten FSngermolekUle erkennen die entspre- 
chenden Peptidfragmente mit groJ3er Sicherheit, da sie gegen 
entsprechende Peptidepitope generiert wurden. Diese Epitope 
kSnnen unmittelbar aus Datenbanken vorhergesagt werden, eine 
zusStzliche aufwendige Vorhersage von SekundSr- und TertiMr- 
struktur ist nicht erf order lich . Auf diese Weise ist das neue 
Verfahren nicht nur sehr zuverlassig, es ist auch einfach und 
schnell durchzuftihren, da die ersten Fangermolekiile zuverlassig 
die Proteine iiber die nachgewiesenen Peptidfragmente erkennen. 

Ein weiterer Vorteil ist darin zu sehen, daJ3 jedes Fangermole- 
kul sein optimales Antigen erkennt, denn das synthetische Pep- 
tide das zur Erzeugung von Fangermolekiilen verwendet wird, ist 
identisch zu dem nachzuweisenden Peptidfragmente Auf diese Wei- 
se wird der im Stand der Technik vorhandene Nachteil vermieden, 
daJ3 bei Proteinen nSmlich nicht vorhersagbar ist, ob ein pep- 
tidspezif ischer Antikorper auch das native Protein erkennt. Mit 
anderen Worten bedeutet dies, daJ3 der AusschuB bei den ersten 
Fangermolekiilen deutlich gegeniiber dem Stand der Technik ver- 
ringert ist. 
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Da die Anordnung der unterschiedlichen ersten Fangermolektile in 
dem Array bekannt ist, kann mittels einer automatisierbaren, 
ortsaufgelSsten Detektion eine qualitative Identif izierung und 
quantitative Bestimmung der Fragmente und damit der Proteine 
erfolgen. Die gefundenen Peptidmuster korrelieren nHmlich 
direkt mit dem Proteinmuster/ das bei dem Entwurf des Arrays 
ais Analytprotein festgelegt wurde. Auflerdem kSnnen gefundene 
Peptidmuster mit einfachen, schnellen Algorithmen gegen DNA- 
Datenbanken gescreent werden. 

Au£ diese Weise ist eine schnelle und zuverlSssige Aussage dar- 
tiber mSglich, welche Proteine in einer ProbenlSsung vorhanden 
sindf was beispielsweise bei der Diagnostik eingesetzt werden 
kann. Ferner ist mit dem neuen Verfahren erstmals eine einfache 
Mutationsanalytik auf Proteinebene mSglich. 

Ein weiterer Vorteil bei dem bekannten Verfahren liegt in sei- 
ner Geschwindigkeit/ denn die niedermolekularen Fragmente er- 
lauben die schnellere Durchfuhrung von Bindungsassays als hoch- 
molekulare Proteine. Es ergibt sich somit eine kinetische Be- 
schleunigung der Assays, wbbei eine Shnliche Kinetik der Ana- 
lytbindung zur einfacheren Etablierung optimaler Bedingungen 
flir die Assays fiihrt,- als dies bei der stark variierenden Kine- 
tik der Fall ist, die sich fiir in ihrem Molekulargewicht stark 
variable Ana lytprot eine ergibt. 

Ein weiterer Vorteil des neuen Verfahrens besteht darin, daJ3 
der Abbau der zu analysierenden Proteine zu den Peptid- 
fragmenten definiert und vollstandig erfolgen kann, und daB 
sich die Fragmente im Gegensatz zu Proteinen an definierten 
funktionellen Gruppen quantitativ markieren lassen. Dies fuhrt 
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dazu, daB der Nachweis der Peptidfragmente nicht nur. qualitativ 
sondern auch quantitativ moglich wird^ ohne daJ3 auf Sekundar- 
und TertiMrstrukturen geachtet werden muB. 

In einer Weiterbildung ist es dann bevorzugt, wenn nach der In- 
kubation ungebundene Peptidfragmente weggewaschen werden. 

Hier ist von Vorteil^ dafi in an sich bekannter Weise die Spezi- 
fitat dea Verfahrens erhoht wird. 

Welter ist es bevorzugt, wenn die Peptidfragmente nach der In- 
kubation markiert werden. 

Da eine spezifische, vollstandige Markierung der Peptidfragmen- 
te an definierten funktionellen Gruppen moglich ist, IMBt sich 
auf diese Weise eine quantitative Bestimmung jedes gebundenen 
Peptidepitopes durchfiihren. Dabei ist von Vorteil, daB eine 
vollstandige Markierung der Peptidfragmente leichter und repro- 
duzierbarer moglich ist als eine Markierung von Proteinen, wie 
dies im Stand der Technik durchgefuhrt wird. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn der* Nachweis liber markierte zwei- 
te FSngermolekUle erfolgt/ die spezifisch das an das erste Fan- 
germolekul gebundene Peptidfragment erkennen. 

Hier ist zum einen von Vorteil, daB die Peptidfragmente nicht 
markiert werden mttssen, so daB das Verfahren insgesamt schnel- 
ler durchgefuhrt werden kann, denn markierte zwelte Fangermole- 
kule konnen in einem einzigen Verfahrensschritt in groBer Menge 
zur Verfiigung gestellt werden, woraufhin dann viele erfindungs- 
gemSBe Analyseverf ahren mit unterschiedlichen Proben von Pro- 
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teinen durchgefuhrt werden kSnnen, die jeweils nur zu den ent- 
sprechenden Peptidfragmenten abgebaut werden miissen. 

Ein weiterer Vorteil dieser Maflnahme besteht darin, dafl die Se- 
lektivitat erhoht wird, denn unspezifisch vom ersten Fanger- 
molekiil gebundene Peptidfragmente werden nicht erkannt, da die 
zweiten FSngermolektile an diese Komplexe nicht binden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die zweiten Fangermolekule aus- 
gehend von Komplexen aus ersten FangermolekUlen und daran ge- 
bundenen Peptidepitopen erzeugt werden. 

Hier ist von Vorteil, daJ3 sehr spezifische zweite Fangermoleku- 
le erzeugt werden, die zudem mit hoher Erfolgsquote herstellbar 
sind. 

Insgesamt ist es bevorzugt, wenn die ersten FangermolekUle aus- 
gehend von Peptidepitopen erzeugt werden, die gezielt im Hin- 
blick auf Peptidfragmente hergestellt werden, die bei dem Abbau 
der zu analysierenden Proteine entstehen. 

Diese Maflnahme ist mit einer ganzen Reihe von Vorteilen" verbun- 
den* Zum einen lassen isich die ersten FSngermolekule gegen die 
linearen Peptidepitope mit hoher Erfolgsquote produzieren, da 
die Peptidepitope zur Herstellung bzw, Isolierung der FSnger- 
molektile mit den zu analysierenden Peptidepitopen . vollstandig 
identisch sind. Dies fUhrt dazu, dafl bei der Herstellung der 
ersten FangermolekUle erheblich weniger Ausschufl produziert 
wird, als bei der Herstellung von proteinspezif ischen FMnger- 
molekiilen. Solche Peptidepitope zur Herstellung bzw. Isolierung 
der Fangermolekule kShnen schnell und preiswert hergestellt und 
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vollstandig analytisch charakterisiert werden, was einen weite- 
ren Vorteil gegenuber dem Stand der Technik darstellt. 

Dartiber hinaus wlrd durch diese MaBnahme auch die SpezifitSt 
des neuen Verfahrens erhSht. In verschiedenen Proteinen vorkom- 
mende Epitope konnen namlich durch weitere proteinspezif ische 
Epitope so erganzt werden, daB die Kombination der auf dem 
Array nachgewiesenen Epitope f iir bestiiomte Analytproteine ein- . 
deutig ist. Auf diese Weise werden nicht nur . Spezifitat und 
Redundanz de3 neuen Verfahrens erh&ht, es ist auch eine geziel- 
te Optiraierung fur den Nachweis bestimmter Proteine mSglich. 

Die Peptidepitope konnen dabei durch chemische Synthese oder 
enzymatischen Abbau aus bekannten Proteinen hergestellt werden, 
so dal3 sie mit Standardmethoden kostengUnstig und schnell voll- 
stSndig analytisch charakterisierbar sind. 

Dabei ist es waiter bevorzugt, wenn die gezielt hergestellten 
Peptidepitope ausgewahlt werden aus potentiellen Peptidepitopen 
der zu analysierenden Proteine, 

Hier ist zum einen von Vorteil, dai3 nur Peptidepitope herge- 
stellt werden, gegen die sich auch Fangermolekule erzeugen las- 
sen. Diese Mai3nahme fiihrt also zu einer Zeit- und Syntheseer- 
sparnis bei der Herstellung der ersten und/oder zweiten Fanger- 
molekiile. Unter "potentiellen" Peptidepitopen werden dabei alle 
moglichen Epitope eines Proteins verstanden, also auch solche, 
die nicht auf der Oberflache des Proteins vorliegen und bisher 
nicht fiir die Generierung von Fangermolekiilen verwendet wurden. 
Dabei ist weiter von Vorteil, daB pro Protein viel mehr mogli- 
che Epitope in Betracht gezogen werden konnen als im Stand der 
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Technik, so daJ3 z.B, bei sehr Shnlichen oder nahe verwandten 
Proteinen eine viel groBere Auswahl an Peptidepitopen zur mSg- 
lichen Unterscheidung zwischen den Proteinen zur Verfiigung 
steht . 

Darliber hinaus ist von Vorteil, dafi nur solche Peptidepitope 
hergestellt werden, die auch fur ein Protein bzw. ftlr wenige 
Proteine spezifisch sind. * 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die potentiellen Peptidepitope aus 
bekannten Aminosaure- und/oder Nukleinsauresequenzen der zu 
analysierenden Proteine abgeleitet werden. 

Hier ist zum einen von Vorteil, daR die Vorhersage der Peptid- 
epitope von nachzuweisenden Proteinen aus DNA- oder Protein- 
datenbanken ohne Beriicksichtigung der Proteintertiarstruktur 
erfolgt. Eine einfache Vorhersage der Proteinspaltstellen fiir 
die zur spezifischen Proteinspaltung eingesetzten Agenzien 
reicht aus, wobei eine Auswahl von einem oder mehreren Peptid- 
epitopen mit moglichst hoher Spezifitat fiir das Analytprotein 
erfolgt • Im Optimalfall tritt das Epitop nur im Analytprotein 
auf . 

Weiter ist es bevorzugt, wenn als potentielle Peptidepitope 
solche Sequenzabschnitte ausgewahlt werden, die bei dem Abbau 
der zu analysierenden Proteine erhalten bleiben. 

Bei dieser MaBnahme ist die Zeitersparnis von Vorteil, es wer- 
den nSmlich nur solche Fangermolektile erzeugt, ftir die auch 
Peptidfragmente entstehen konnen, wobei bei den potentiellen 
Peptidepitopen darauf geachtet wird, dafi sie fiir eines oder fiir 
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wenlge Analytproteine spezifisch slnd und dafi ihre Herstellung 
ndt hoher Wahrscheinlichkeit moglich ist. 

Die Vorhersage der bei der chemischen Synthese schwierig zu- 
ganglichen Peptidsequenzen kann als weiteres Kriterium zur Aus- 
vahl der Feptidepitope herangezogen warden • Die klassische Vor- 
hersage immunogener linearer Peptidsequenzen, bei der aufgrund 
der Hydropathieprofile (Kyte and Doolittle, "A. Simple Method 
for Displaying the Hydropathic Character of a Protein"/ J, MOL. 
BIOL 157 (1982), Seiten 105-132) und deir Vorhersage von p-Loop- 
induzierenden Sequenzabschnitten (Chou and Fasman, "Prediction 
of Protein Conformation", BIOCHEMISTRY 13, 1974, Seiten 222- 
245) potentielle lineare Peptidepitope in Proteinstrukturen 
identif iziert warden, ist hier nicht er f order lich, da nach De- 
naturierung und Abbau der Analytproteine alle Peptidf ragmente 
unabhangig von ihrer Position in der Proteinstruktur potentiel- 
le Peptidepitope darstellen. 

Dies fuhrt zu einer grofleren .Auswahl an potentiellen Peptidepi- 
topen und damit zu einer groBeren Wahrscheinlichkeit, fur zu 
analysierende Proteine (im folgenden: Analytproteine) spezifi- 
sche Epitope zu finden, als bei Arrays aus Fangermolektilen, die 
mit vollstandigen Analytproteinen inkubiert werden. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn die gezielt hergestellten Peptid- 
epitope so markiert und/oder modif iziert werden, wie die Pep- 
tidf ragmente nach/bei dem Abbau der zu analysierenden Proteine, 

Bei dieser Mafinahme ist zum einen von Vorteil, daB sie zu einer 
hohen SpezifitSt der ersten Fangermolekule gegen die Peptid- 
f ragmente fUhrt^ da bereits bei der Herstellung der zur Erzeu- 
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gung der ersten FSngermolekiile verwendeten Peptidepitope be- 
rticksichtigt wird, ob die Peptidfragmente nach/bei dem Abbau 
der zu analysierenden Proteine markiert bzw. modifiziert wer- 
den • 

Ein weiterer Vorteil ist in dem gezielten Einbau von Markierun- 
gen bei automat ischer chemischer Synthese zu sehen, wodurch 
eine schnelle und preiswerte, vollstSndig definierte Markierung 
mSglich wird, was einfacher, preiswerter und reproduzierbarer 
ist als eine Markierung von Gesamtprotein. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn die gezielt hergestellten Peptid- 
epitope mit posttranslationalen Modif ikationen versehen werden, 

Bei dieser MaBnahme ist von Vorteil, daB die zu analysierenden 
Proteine gezielt auf posttranslationale Modif izierungen hin 
gescreent werden konnen. Dabei konnen beispielsweise Peptid- 
epitope aus dem Bereich potentieller Phosporylierungsstellen 
eines Proteins als synthetische Phosphorpeptide und als unphos- 
phorylierte Peptide hergestellt werden, urn Fangermolekule gegen 
die jeweiligen Peptidepitope zu generieren. Ein Array aus der- 
artigen FMngermoleklilen, die die unterschiedlichen phosphory- 
lierten.bzw. unphosphorylierten Peptidepitope erkennen, kann 
dann eingesetzt werden, um Phosphorylierungszustande eines oder 
mehrerer Proteine direkt aus einer Proteinmischung heraus zu 
quantifizieren. Andere Modif ikationen, die auf diese Weise 
gescreent werden konnen, umfassen modif izierte Aminosauren, 
Glykopeptide etc. 

Welter ist es bevorzugt, wenn die- gezielt hergestellten Peptid- 
epitope gegeniiber den potentiellen Peptidepitopen zumindest 
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einen Aminosaureaustausch und/oder zumindest eine Deletion 
einer Aminosaure aufweisen. 

Bei dieser MaJJnahme ist von Vorteil, daJ3 ein Single Nucleotide 
Polymorphismus erkannt werden kann, denn der Austausch bzw. die 
Deletion einzelner Aminosauren in Proteinen kann auf diese Wei- 
se detektiert und quant if iziert werden. Dazu werden Epitope aus 
dem Bereich des AminosSureaustausches als synthetische Peptide 
hergestellt, urn spezifische FSngennolekUle gegen diese Epitope 
zu generieren. Nach enzymatischem Abbau der entsprechenden Pro- 
teine und ggf . Markierung der generierten Peptidfragmente sowie 
Inkubation lait dem Array kBnnen die durch den Single Nucleotide 
Polymorphismus mSglichen verschiedenen Peptide mit den unter- 
schiedlichen Aminosaureaustausch^n und -deletionen direkt auf 
dem Array nachgewiesen und quantif iziert werden. 

Insgesamt ist es bevorzugt, wenn das oder jedes Fangermolektil 
ein Antikorper, ein Antikorperfragment, ein Peptid-Aptamer Oder 
sonstiges durch chemische Synthase oder Mutation von Bindungs- 
domanen rekombinant herstellbares Fangermolektil ist. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn die Bindungsspezif itat der Fan- 
germolekiile durch" Bindungstests mit in einzelnen Aminosauren 
Oder in ihrer Lange variierten Peptiden ermittelt wird. Dadurch 
ist eine vollstandige Charakterisierung der Spezifitat der ge- 
nerierten Fangermolekiile zur Vermeidung von Kreuzreaktivitat 
gegen andere Epitope schnell und kostengiinstig moglich. Bei 
Proteinen selbst ist dies mit vertretbarem Aufwand nicht durch- 
fiihrbar. 


wo 02/37117 


PCT/EPOl/12295 


17 

Dies kann erf indungsgemaB nun entweder im Array mit syntheti- 
schen Peptiden jeweils einer definierten Sequenz Oder mit Pep- 
tidbibliotheken gegen einzelne, immobilisierte Fangermolektile 
und anschlieBender Identifizierung gebundener Peptide erfolgen. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die vorliegende Erfindung fer- 
ner ein Fangermolekiil, insbesondere zur Verwendung in einem 
Verfahren der vorstehenden Art, das spezifisch an .Peptidepitope 
bindet, die Peptidfragmenten entsprechen, in die zu analysie- 
rende Proteine abbaubar sind, wobei die Peptidepitope vorzugs- 
weise in dem Protein selbst fiir das Pangermolekiil nicht zugang- 
lich sind. 

Bei die sen im Stand der Technik bisher nicht auf zuf indenden 
Fangermolekiilen ist von Vorteil, daB sie sehr spezifisch auch 
sehr ahnliche oder nah verwandte Proteine unterscheiden konnen, 
da die Zahl der nicht auf der Oberflache vorliegenden Peptide- 
pitope, die also beispielsweise im Protein selbst maskiert 
sind, sehr gro3 ist. Auf diese Weise stehen sehr viele Peptide- 
pitope zur Verfiigung, die im Stand der Technik bisher nicht be- 
rticksichtigt wurden, urn spezifische Antikorper zu generieren, 
die zur Diagnostik, Mutationsanalytik etc, auf Proteinebene 
eingesetzt werden konnen. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein FangermolekUl, 
das spezifisch an einen Komplex aus einem vorgenannten Fanger- 
molekiil und dem entsprechenden Peptidepitop bindet, 

Derartige, zweite Fangermolekiile konnen verwendet werden^ um 
die Spezifitat des Nachweistestes zu erhohen, wie dies im Zu- 
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saramenhang itiit den einzelnen Verfahrensschritten bereits aus- 
fUhrlich beschrieben wurde. 

Es versteht sich/ daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlSuternden Merkmale und Vorteile nicht nur in 
der angegebenen Kombination , sondern auch in Alleinstellung 
Oder in anderer Koinbination verwendbar sind, ohne den Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Das Grundprinzip des Verfahrens zur quantitativen und/oder qua- 
litativen Analyse von Proteinen besteht darin, ein Array von 
fiir Peptidepitope spezifischen ersten FMngermolekUlen einzuset- 
zen, wobei nicht Proteine sondern nach beispielsweise enzymati- 
scher Spaltung der Proteine einzelne Peptidfragmente, die den 
Peptidepitopen entsprechen, mit den iiu Array format iinmobili- 
sierten proteinspezif ischen Fangermolekiilen nachgewiesen war- 
den, 

Dazu warden zunachst potentielle Peptidepitope Oder Protein- 
sequenzen in Protein- oder Gensequenzdatenbanken theoretisch 
vorhergesagt . Da bei der enzyinatischen oder cheraischen Spaltung 
der nachzuweisenden Proteine einzelne Epitope geteilt werden 
konnen, itiuJ3 zur Vor her sage potent ieller Peptidepitope die 
Schnittspezif itat der zum Proteinabbau verwendeten Proteasen 
berlicksichtigt werden. Potentielle Peptidepitope, die nach die- 
sen Kriterien ftir die einzelnen Proteine theoretisch vorherge- 
sagt wurden, werden mittels chemischer Peptidsynthese herge- 
stellt und an spezifischen funktionellen Gruppen, beispielswei- 
se der Aminofunktion des N-Terminus oder der s- Amino gruppe von 
Lysin, beispielsweise mit Fluorophor, Biotin etc. markiert. 
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Diese Peptidepitope werden dann zur an sich bekannten Herstel- 
lung von Antikorpern durch Immunisierung verwendet. Die so her- 
gestellten FSngermolekule, die im einfachen Fall AntikSrper 
sein konnen, werden dann in Reihen und Spalten auf dem Array 
immobilisiert. 

Durch enzymatische oder chemische Abbaureaktion aller Proteins 
der gesamten zu analysierenden Proteinmischung mit spezifischen 
Proteasen, wie beispielsweise Trypsin, Endoprotease Lys C etc., 
werden den Peptidepitopen entsprechende Proteinfragmente gewon- 
nen, die dann mit dem Array inkubiert und anhand ihrer Bindung 
an die ersten Fangermolektile nachgewiesen werden. 

Zum Nachweis k5nnen zum einen die erhaltenen Peptidf ragmente 
mit einem Marker, wie beispielsweise Fluorophor, Biotin etc., 
an denselben spezifischen funktionellen Gruppen markiert wer- 
den, wie die zur Erzeugung der spezifischen Fangermolekiile ein- 
gesetzten synthetischen Peptidepitope • Die entsprechend mar- 
kierten Peptide werden auf den Antikorper arrays inkubiert, die 
nicht gebundenen Peptidfragmente weggewaschen und die gebunde- 
nen Peptidfragmente uber ihre Markierung ortsspezif isch nachge- 
wiesen. Da eine vollstandige Markierung der Peptide moglich 
ist, kann eine quantitative Bestimmung eines jeden gebundenen 
Peptidepitopes. erfolgen. 

Andererseits konnen auch nicht-markierte Peptidepitope nachge- 
wiesen werden, wenn ein markiertes zweites Fangermolekiil einge- 
setzt wird, das im einfachsten Falle ein Zweitantikdrper sein 
kann, der das am immobilisierten Antikorper gebundene Peptid 
erkennt. Dieser Zweitantikorper wird gegen das am immobilisier- 
ten Antik5rper gebundene Peptid generiert, wodurch es zu einer 
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drastischen ErhShung der SelektivitSt kbmmt/ da nur das spezi- 
fische Peptidfragment am inaaobilisierten ersten AntikSrper er- 
kannt wird und dort unspezifisch gebundene Peptidfragmente vom 
zweiten Antikorper nicht gebunden werden. 

Auf diese Weise werden nur Peptide, die potentielle Immunogene 
darstellen und beim Proteinabbau nicht fragmentiert werden, fiir 
die Iramunisierung eingesetzt, was zu einer' Ersparung bei der 
chemischen Peptidsynthese und der Herstellung spezifischer FSn- 
germolekUle ftihrt, da hochaffine, peptidfragmentspezif ische 
rangermolekiile mit hoher Erfolgsquote produziert werden konnen. 
Dies fuhrt zu weniger FangermolekiilausschuB als bei der Her- 
stellung proteinspezifischer Fangermolekule • 

Die Bindungsspezifitat der gewonnenen FSngermolekule, hier also 
AntikSrper im Arrayf ormat , kann durch Bindungstest rait in ein- 
zelnen Aminosauren variierten definierten synthetischen Pepti- 
den erfolgen. Alternativ konnen ^uch synthetische Peptidbiblio- 
theken, die alle theoretisch moglichen Peptidsequenzen enthal- 
ten, mit einzelnen, z.B. auf Af f initatschromatographiesaulen 
iinmobilisiertGn Antikorpern inkubiert werden. Die aus den Pep- 
tidgemischen gebundenen Peptide konnen nach Denaturierung des 
Antikorper s eluiert und massenspektrometrisch oder durch Edinan- 
Abbau identif iziert werden. 

Mit dem neuen Verfahren konnen Proteins aus dem Abbau von Zel- 
len, aus Korperf liissigkeiten oder Geweben nicht nur quant if i- 
ziert sondern beispielsweise auch auf posttranslationale Modi- 
fikationen sowie Single Nucleotide Polymorphismen hin unter- 
sucht werden. 
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Patentansprttche 

1. Verfahren zur Analyse von Proteinenr bei dem ein Array von 
fiir Peptidepitope spezifischen ersten FangermolekUlen ein- 
gesetzt wird, 

gekennzeichnet durch die Schritte: 

Abbau der zu analysierenden Proteine Oder einer die zu 
analysierenden Proteine enthaltenden Proteinmischung zu 
den Peptidepitopen entsprechenden Peptidfragmenten^ 

Inkubation des Arrays mit den Peptidfragiuenten, und 

Nachweis von an die ersten FMngermolekUle gebundenen Pep- 
tidf ragmenten . 

2. Verfahren nach Anspruch 1^ dadurch gekennzeichnet/. daB 
nach der Inkubation urigebundene Peptidfragmente weggewa- 
schen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Peptidfragmente vor der Inkubation markiert • wer- 
den. 

4. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3/ dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Nachweis uber markierte zweite Fan- 
germolekule erfolgt, die spezifisch das an das erste Fan- 
germolekiil gebundene Peptidf ragment erkennen. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dai3 die 
zweiten Fangermolekiile ausgehend von Komplexen aus ersten 
Fangermolekiilen und daran gebundenen Peptidepitopen er- 
zeugt werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5/ dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 die ersten Fangermolekiile ausgehend von 
Peptidepitopen erzeugt werden^ die gezielt im Hinblick auf 
Peptidfragmente hergestellt werden, die bei dem Abbau der 
zu analysierenden Proteine entstehen. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gezielt hergestellten Peptidepitope ausgewSLhlt werden aus 
potentiellen Peptidepitopen der zu analysierenden Protei- 
ne. 

8. Verfahren nach Anspruch 7/ dadurch gekennzeichnet, daJ3 die 
potentiellen Peptidepitope aus bekannten AminosSure- und/ 
Oder NukleinscLureseguenzen der zu analysierenden Proteine 
abgeleitet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, 
daJi als potentielle Peptidepitope solche Sequenzabschnitte 
ausgewShlt werden, die bei dem Abbau der zu analysierenden 
Proteine erhalten bleiben. 

10.. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die gezielt hergestellten Peptidepitope 
so markiert und/oder modifiziert werden, wie die Peptid- 
fragmente nach/bei dem Abbau der zu analysierenden Protei- 
ne. 
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die gezielt hergestellten Peptidepitope 
mit posttranslationalen Modif ikationen versehen werden.. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnetr daB die gezielt hergestellten Peptidepitope 
gegenuber den potentiellen Peptidepitopen zumindest einen 
itoinosaureaustausch und/oder. eine Deletion einer Amino- 
sSure aufweisen. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12., dadurch ge- 
kennzeichnetr daB das oder jedes Fangermolekiil ein Anti- 
k5rper, ein AntikSrper fragment, ein Peptid-Aptamer oder 
ein sonstiges, durch chemische Synthese oder Mutation von 
BindungsdomMnen rekombinant herstellbares FHngermolekiil 
ist • 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Bindungsspezifitat der Fangermoleku- 
le durch Bindungstests mit in einzelnen Aminosauren oder 
ihrer LSnge variierten Peptiden ermittelt wird, 

15. Fangermolekiil, insbesondere zur Verwendung in einem Ver- 
fahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi es spezifisch an Peptidepitope bindet, die 
Peptidfragmenten entsprechen, in die zu analysierende Pro- 
teine abbaubar sind. 

16. Fangermolekul nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Peptidepitope in dem Protein selbst fiir das Fan- 
germolekiil nicht zuganglich sind. 
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17. Fangermolekiil, das spezifisch an einen Komplex aus einein 
Fangermolekiil nach Anspruch 15 Oder 16 und dem entspre- 
chenden Peptidepitop bindet. 
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A. KLASSIFiZiERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33768 


Nach der Intern ationalen Patentklasslfikatlon (IPK) oder nach der natlonalen Masstfikatlon und der IPK 


B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchlerter MlndestprOrsloff (Klassinkalionssyslem und Klassifikationssymbole } 

IPK 7 GOIN 


Recherchletta aber nicht zum MindestprOfstoff gehSrende Veriiffenllichttngen, soweit diese unler die recherchierlen Geblete fallen 


WShrend der Intemallonalsn Recherche tonsultterte etektronlsclis Oalenbank (Name derOatenbank und evU. veiwendets Suchbegrffe) 

EPO-Internal , BIOSIS 


C. ALSWESENTUCHANQESEHENEUNTERLAGEN 


KategaiM* Bazalchnuno der Varisnentllchuno. sowel erfordeilch umer Angabe der m BebacM Konmienden Telle 


Betr. AnspniGh Nr. 


LEVILLIERS NICOLETTE ET AL: "Monoclonal 

and polyclonal antibodies detect a new 

type of post-translat1onal modification of 

axonemal tubulin." 

JOURNAL OF CELL SCIENCE, 

Bd. 108, Nr. 9, 1995, Seiten 3013-3028, 

XP002193117 

ISSN: 0021-9533 

Zusanunenfassung 

~ -/- 


1-14 


Y Weliere VerOffentllchungen sind der Fortseizung von Feld C zu 
entnehmen 


Slehe Anhang Patentfamllle 


Besondere Kategorien von angeQebenen VerdfTentllchungen : 
'A' Vemffentllchung, die den atlgemeinen Stand derTechnlkdeflntert 
aber nlcht als BesondeiB bedeutaam anzusehen 1st 

'E' &lteres Dokument, das Jedoch erst am cxler nach dem Intematlonalen- 
Anmeidedaituni vefOffentliclit worden tst 

'L* VeFOffentldiung. die geeignet iSl, einen PriorUfilsanspnich zwelfslhaft ar- 
scheinen zu lassen, odar duith die das Ver6ffentRchungsdahjm einer 
anderen Im Rechenshenbericht genannten VerOffdntDchung belegt werden 
sol) Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgafQhrt) 

'Cr VerSftentllchung, die slch auf eine mDndWche Offenbamng. 

elne Benulzung, eIne Aussiellung oder andere MaBnahmen bezJehl 
•P' VerflffenlUchung. die vor dem Internailonalen Anmeldedalum, aber nach 

dem t)ean3pruchten Priorltatsdatum verdffentBcht worden ist 


'T SpStere VerOffenlllchung, die nach dem IhternaUonalen Anmeldedalum 
Oder dem Prloritalsdatum verfiffentHchl v^orden Ist und mit der 
Anmeldung nlchl kollldlert, sondem nur zum VerslSndnls des der 
Ertlndung zugrundeliegenden Prinzips oder dar Dir zugrundelleganden 
Theorie angegeben Ist 

"X* Ver6ffenllichung von besonderer Bedeulung; die beanspruchte Erfindung 
kann alleln aufgrund dieser VerOffentOchung nlchl als neu oder auf 
erfinderischer TaUgkelt beruhend betrachtet werden 

■Y* Veroffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nlcht als auf erfinderischer TattgksII beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit elner oder nnehreren anderen 
VerOffemUchungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fOr einen Factimann naheliagend ist 
Veroffsntlichung, die Mitgiiedderseiben Petentfamllle let 


Datum des Absditusses der Intenutionaien Rectierche 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANQESEHENE UNTEnLAGEN 


Kategoiie* Bezalchnung der VerORentllchung, sowelt erfordertich unter Angabe der In Betracht Kommsndsn Telle 


Betr. Anspiuch Nr. 


JEAN F ET AL: "A novel protein 
Immunoassay with predetermined specificity 
using monoclonal antibodies against 
tryptic fragments: application to HIV P24 

antigen" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V. .AMSTERDAM, NL, 
Bd. 185, Nr. 1, 

11. September 1995 (1995-09-11), Seiten 
103-114, XP004021158 

ISSN: 0022-1759 
Zusaromenfassung 

Selte 103, rechte Spalte, Absatz 1 -Selte 
104, llnke Spalte, Absatz 1 
Selte 107, rechte Spalte, Absatz 2 -Selte 
112, llnke Spalte, Absatz 1 

GENG M ET AL: "Signature-peptide approach 
to detecting proteins 1n complex mixtures" 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL, 
Bd. 870, Nr. 1-2, Februar 2000 (2000-02), 
Seiten 295-313, XP004187331 
ISSN: 0021-9673 
Ziisammenfassung 

Selte 299, llnke Spalte, Absatz 3 -rechte 
Spalte, Absatz 2 

GRIMM R ET AL: "Nanogram scale 
separations of proteins using capillary 
high-performance liquid chromatography 
with fully-automated on-line microfractlon 
collection followed by matrix-assisted 
laser desorption ionisation t1me-6f-fl1ghf 
mass spectrometry, protein sequencing and 
Western blot analysis" 
JOURNAL OF CHROMATOfiRAPHY A, ELSEVIER 
SCIENCE, NL, 
Bd. 800, Nr. 1, 

2b. Marz 1998 (1998-03-20), Seiten 83-88, 

XP004112376 

ISSN: 0021-9673 

Zusammenfassung 

WO 00 45168 A (HOCHSTRASSER DENIS FRANCOIS 
;UNIV GENEVE (CH); SANCHEZ JEAN CHARLE) 
3. August 2000 (2000-08-03) 
Zusammenfassung 

WO 96 05847 A (UNIV PENNSYLVANIA jEBERWINE 
JAMES (US)) 29. Februar 1996 (1996-02-29) 
Zusammenfassung; Anspriiche 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 


Fortsetzung von Feld 1.2 
AnsprQche Nr.: 15-17 


Der Gegenstand des Schutzbegehrens der AnsprQche 15 bis 17 1st n1cht klar 
definlert (Artikel 6 PCT). 

Anspruch 15 bezleht sich auf MolekOle, enthalt aber keine technischen 
Herkmale, die die Molekule deflnleren. Itn Anspruch 15 wird versucht, den 
Gegenstand des Anspruches durch die Peptldepltope zu deflnleren, welche 
aber auch nicht deflniert sind. 

Dieses gilt ebenfalls fur die AnsprQche 15 und 17, die von Anspruch 15 
abhangig s1nd» bzw. darauf verwelsen. 

Der Anmelder wird darauf h1ngew1esen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fQr die kein Internatlonaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
International en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als mit der Internatlonalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also In der Regel keine vorlauflge 
PrDfung fUr Gegenst5nde durchfuhren, zu denen keine Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
Internatlonalen Recherchenberlchtes geandert wurden (Art, 19 PCT), oder 
fQr den Fall, daB der Anmelder Im Zuge des Verfahrens gemaS Kapltel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 
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